Diversidade genética estimada por marcadores microssatélites entre linhagens elite de milho e associação com heterose. by FERNANDES, E. et al.
7º Congresso Brasileiro de Melhoramento de Plantas
300
Diversidade genética estimada por marcadores Microssatélites entre linhagens elite de 
milho e associação com heterose1 
Eloise Fernandes2, Ivan Schuster2, Elisa Serra Negra3, Tereza Aparecida da Silva4, Hingrid Ariane da 
Silva5, Alessandra Guedes Baleroni6, Carlos Alberto Scapim7
Resumo
Neste trabalho, foram utilizados marcadores moleculares (microssatélites), para analisar a diversidade 
genética entre 48 linhagens elite de milho do banco de germoplasma da Cooperativa Central de Pesquisa 
Agrícola - Coodetec e estimar a correlação entre a distância genética e a heterose. Quarenta e quatro primers 
DOHDWyULRVUHVXOWDUDPQDDPSOL¿FDomRGHIUDJPHQWRVSROLPyU¿FRVFRPPpGLDGHDOHORVSRUORFR2V
YDORUHVGR&RQWH~GRGH,QIRUPDomRGR3ROLPRU¿VPRYDULDUDPGH%QOJDWp8PFFRP
valor médio de 0,42, assim, pode-se inferir, que as 48 linhagens analisadas apresentam elevada variabilidade 
genética. A análise de agrupamento revelou a divisão das linhagens em três grupos. A distância genética 
média registrada entre as linhagens foi de 0,51, sendo a menor distância 0,27 (LIN-30 x LIN-31) e a maior 
GLVWkQFLD/,1[/,1$VHVWLPDWLYDVGHKHWHURVHHPUHODomRjPpGLDGRVSDLVYDULDUDPGH
611,5 kg ha-1 (LIN-32 x LIN-14) a 9317,0 kg ha-1/,1[/,1RTXHFRQ¿UPDJUDQGHYDULDELOLGDGH
genética entre os híbridos. Os valores médios de produtividade e heterose foram maiores entre as linhagens 
pertencentes ao mesmo grupo de divergência. Pode-se observar, entretanto, que dos três híbridos mais 
heteróticos dois possuem distância acima da média, semelhante ao observados para a produtividade. Tais 
resultados demonstram que a utilização dos dados das distâncias extremas obtidas por meio dos marcadores 
PROHFXODUHVSRGHULDPRULHQWDURVFUX]DPHQWRVQRVHQWLGRGHGLPLQXLURWUDEDOKRRTXHVLQDOL]DDH¿FLrQFLD
dos marcadores em estudos de divergência genética.
Introdução
A avaliação de diversidade genética é frequentemente utilizada pelos melhoristas de milho como 
uma ferramenta para a seleção das combinações híbridas a serem avaliadas. Os esforços são focados em 
combinações mais promissoras, ou seja, aquelas entre linhagens pertencentes a grupos heteróticos diferentes. 
A formação de grupos heteróticos é um método de agrupamento de indivíduos com base na heterose produzida 
nas combinações híbridas, e costuma ser associada a análise de diversidade.
9iULRVPpWRGRVWrPVLGRGHVFULWRVSDUDDYDOLDomRGDGLYHUVLGDGHJHQpWLFD/DERUGDHWDOD¿UPDP
que estimativas de divergência genética entre linhagens, por meio de marcadores moleculares, contribuem 
para poupar esforços de polinizações manuais, possibilitam a obtenção de grupos heteróticos e direcionam 
os cruzamentos na tentativa de se obter híbridos produtivos e vigorosos.
Bruel et al. (2006), e Guimarães et al. (2007) observaram relação direta entre divergência genética das 
OLQKDJHQVGHPLOKRHDSURGXWLYLGDGHGRVKtEULGRVFRQ¿UPDQGRDKLSyWHVHGHTXHDGLYHUJrQFLDJHQpWLFD
GDVOLQKDJHQVHVWiGLUHWDPHQWHUHODFLRQDGDDRGHVHPSHQKRGRVKtEULGRVHpH¿FLHQWHHPSUHGL]rOR
O objetivo deste trabalho foi utilizar marcadores moleculares microssatélites para avaliar a diversidade 
genética entre um conjunto de 48 linhagens tropicais de milho do Brasil, e relacionar a diversidade com a 
heterose e produtividade dos híbridos obtidos entre as linhagens.
Material e Métodos
Foram utilizadas 48 linhagens do programa de melhoramento de milho da Coodetec e 224 híbridos entre 
HVWDVOLQKDJHQV2VJUXSRVKHWHUyWLFRVGDVOLQKDJHQVHQGRJkPLFDVGHPLOKRIRUDPDQWHULRUPHQWHGH¿QLGRV
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em ensaios Topcross realizados em safras anteriores no Centro de Pesquisas da Coodetec em Cascavel – PR. 
O delineamento experimental utilizado foi de blocos completos casualizados com duas repetições.
Para o ensaio de híbridos, foram utilizados 224 híbridos simples, obtidos a partir da combinação entre 
linhagens de grupos heteróticos distintos do grupo de linhagens avaliadas. O ensaio de avaliação dos híbridos 
foi conduzido sem repetição e sem controle ambiental.
Foram obtidas as produtividades de cada híbrido e de cada linhagem, corrigida para 13% de umidade e 
convertida para kg/ha. A heterose foi obtida pela diferença entre a produtividade do híbrido e a média das 
produtividades das duas linhagens parentais.
2'1$IRLLVRODGRGHDFRUGRFRPRPpWRGRGHVFULWRSRU'2</(	'2</(HTXDQWL¿FDGRSRU
DEVRUEkQFLDDQPHPHVSHFWURIRW{PHWUR1DQRGURS$DPSOL¿FDomRGRV665VHJXLXXPSURJUDPD
do tipo Touch Down e a visualização dos produtos da PCR foi feita em géis de agarose 4%, corados com 
brometo de etídeo. 
A diversidade genética de cada loco microssatélite foi obtida por meio da freqüência dos alelos e a distância 
JHQpWLFDIRLFDOFXODGDSHORFRPSOHPHQWRGRFRH¿FLHQWHGHFRLQFLGrQFLDVLPSOHVSDUDGDGRVFRGRPLQDQWHVH
multialélicos, utilizando o programa computacional Genes (CRUZ, 2001). Esse índice foi obtido por meio da 
divisão do total de alelos comuns entre duas linhagens pelo número total de alelos avaliados em cada indivíduo.
Com base na matriz de distância genética, as linhagens foram agrupadas, utilizando-se o método de 
agrupamento UPGMA, com o auxílio do programa computacional STATISTICA (StatSoft Inc., 1999).
Resultados e Discussão
Na caracterização molecular das 48 linhagens de milho com 44 primers microssatélites (SSR), foram 
REWLGRVDOHORVSROLPyU¿FRVFRPPpGLDGHDOHORVSRUORFR2QtYHOGHSROLPRU¿VPRIRLVHPHOKDQWH
ao obtido em alguns estudos, tais como o de Wiethölter et al. (2008), que detectaram uma média de 2,7 
alelos por loco analisando 33 locos microssatélites, em um estudo da variabilidade genética de milho e Le 
Clerc et al. (2005), que analisaram 133 cultivares de milho com 51 locos microssatélites e obtiveram média 
de 2,9 alelos por loco.  Menkir et al. (2004), ADEYEMO et al. (2011) e TERRA et al. (2011), encontraram 
PDLRUHVPpGLDVTXHYDULDPGHDDOHORVSRUORFR7DLVDXWRUHVDWULEXHPRDOWRSROLPRU¿VPRREWLGRDR
grau de divergência dos genótipos avaliados e ainda relatam que a pré-seleção dos primers, levando-se em 
FRQWDRQ~PHURHDTXDOLGDGHGRVSURGXWRVGHDPSOL¿FDomRSRGHFRQWULEXLUSDUDDXPHQWDURSROLPRU¿VPR
2VYDORUHVGH3,&&RQWH~GRGH,QIRUPDomRGR3ROLPRU¿VPRSDUDRVORFRVPLFURVVDWpOLWHVGHPLOKR
variaram de 0,04 (Bnlg1350) até 0,71 (Umc1005), com PIC médio de 0,42. Como o PIC fornece uma 
estimativa do poder discriminatório de um marcador e é sinônimo de diversidade genética, pode-se inferir 
que as 48 linhagens analisadas com os 44 primers apresentam elevada variabilidade genética. 
A análise de agrupamento, utilizando-se o método de agrupamento UPGMA, obtida com base na matriz 
de distância genética, revelou a divisão das linhagens em três grupos (Figura 1). A distância genética média 
registrada entre as linhagens foi de 0,51, sendo a menor distância 0,27 (LIN-30 x LIN-31) e a maior distância 
0,67 (LIN-25 x LIN-38). 
Figura 1 – Análise de agrupamento pelo método UPGMA de 48 linhagens de milho, a partir da matriz de 
distância genética obtida através de dados moleculares.
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A amplitude das distâncias entre as linhagens foi muito pequena. A maior frequência das distâncias ocorreu 
no intervalo de 0,4 a 0,6, indicando que os dados de diversidade genética entre as linhagens, obtidos por 
marcadores moleculares microssatélites, variaram pouco. ADEYEMO et  al. (2011) obtiveram uma distancia 
genética média de 0,45 entre os híbridos avaliados. 
$VHVWLPDWLYDVGHKHWHURVHHPUHODomRjPpGLDGRVSDLVYDULDUDPGHNJKD-1 (LIN-32 x LIN-14) a 
9317,0 kg ha-1/,1[/,1RTXHFRQ¿UPDJUDQGHYDULDELOLGDGHJHQpWLFDHQWUHRVKtEULGRV
Os valores médios de produtividade e heterose foram maiores entre as linhagens pertencentes ao mesmo 
grupo de divergência (Figura 2).  Desta maneira, não houve relação entre as distâncias genéticas e a heterose 
ou a produtividade dos híbridos de milho. GUIMARÃES et al. (2007), estudando a correlação da heterose 
de híbridos de milho com divergência genética entre linhagens, relataram que o híbrido com o maior valor 
de heterose foi formado por linhagens pertencentes a grupos heteróticos diferentes e o que alcançou o menor 
valor de heterose, é proveniente da combinação entre duas linhagens do mesmo grupo de diversidade. No 
entanto, os maiores valores de distância genética não corresponderam aos maiores valores de produtividade 
de grãos.
Figura 2 – Médias da produtividade e heterose das linhagens nos distintos grupos de similaridade. 
Considerando a distância de 0,51 é possível dividir os dados em dois conjuntos do mesmo tamanho. 
Entretanto, dos três híbridos mais heteróticos (heterose acima de 9.000 kg ha-1), dois possuem distância acima 
de 0,51. Resultados semelhantes foram observados para a produtividade. Tais resultados demonstram que a 
utilização dos dados das distâncias extremas obtidas por meio dos marcadores moleculares poderia orientar 
os cruzamentos, pois se tivessem sido feitos apenas metade dos híbridos, os híbridos mais produtivos e os 
PDLVKHWHUyWLFRVWHULDPVLGRSURGX]LGRV$VVLPWHULDVLGRSRVVtYHOLGHQWL¿FDURPHOKRUKtEULGRFRPDPHWDGH
GRWUDEDOKRRTXHVLQDOL]DDH¿FLrQFLDGRVPDUFDGRUHVHPHVWXGRVGHGLYHUJrQFLDJHQpWLFD
Desta forma, o emprego dos marcadores moleculares tem permitido um grande avanço nas pesquisas 
sobre divergência genética em milho (BENCHIMOL et al., 2000; BARBOSA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 
2004; LABORDA et al., 2005; BRUEL, 2006; AGUIAR, 2007). A avaliação da divergência das linhagens 
por meio de marcadores moleculares pode contribuir substancialmente para poupar esforços de polinizações 
manuais e possibilitar a obtenção de grupos heteróticos e, posteriormente, alocação de novas linhagens nesses 
grupos, dirigindo os cruzamentos que possibilitarão a obtenção de híbridos mais produtivos.
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